
〈研究の目的と進め方〉
ゲノムプロジェクトは、数多くの機能未知の蛋白質

（オーファンプロテイン）の存在を明らかにしつつある。
ゲノム機能を理解する上では、このようなオーファンプ
ロテインを細胞内外における生体反応・制御系の中で位
置づけることが必要になる。一方、核では複製、修復、
転写などの素反応が特定の部位,すなわち特定の核高次構
造と密接な関係があることが近年明らかとなってきてい
る。特に核蛋白質の多くは蛋白質複合体を形成し、核内
で特異な分布を示すことが知られている。しかし、この
ような蛋白質複合体と核高次構造の関連は未だ不明な点
が多い。オーファンプロテインの機能を解明する上では、
核高次構造に基づいたタンパク質の機能予測が非常に有
効な手法となりえる。

そこで本研究では、まず核内で特徴的な分布を示すオ
ーファンプロテインに着目し、その分布と核内反応部位
との関連、そして結合因子を同定することにより、核に
おける新しい蛋白質ネットワークを同定することを目指
した。ついで、染色体DNAと核蛋白質により構成される
基本的な核高次構造を明らかとし、その上で核機能、特
に遺伝子転写制御機構と核高次構造の関連の検討を行な
った。さらに、特定の核高次構造における転写調節やゲ
ノム修復と細胞分化、細胞死など細胞の運命との関連を
最新の画像解析技術を用いた解明をめざした。

〈研究開始時の研究計画〉
１）核内の機能部位とオーファンプロテインの相互関係

を明らかにするために、修復部位、DNA複製部位、お
よびRNA合成部位を可視化するシステムを構築する。

２）ゲノムプロジェクトの成果から、BTB/POZドメイン
は高等生物で遺伝子数が増大したモチーフであること
が報告された。すなわち、酵母ではこのモチーフは1個
の遺伝子でのみ機能するが、ヒトでは少なくとも140個
の遺伝子が存在する。その多くは転写因子と予想され
ており、このモチーフの機能を理解することは重要と
考えられる。このモチーフは核内でドット状の分布を
指令することが明らかになっている。そこで、いくつ
かのBTB/POZ因子に関してEGFP融合蛋白質を発現さ
せ、そのドットと機能部位の関連を検討する。

３）核機能可視化による核高次構造の解析
核酸標識法を用いて可視化された転写、複製などの

核機能の「場」と機能的タンパク質複合体が形成され
る「場」としてのクロマチン間領域（Interchromatin
compartment)の局在解析を行うことにより、核高次構
造と複製、転写の関連を検討とする。

４）ゲノム修復と核高次構造の関連の解析
などを用いゲノム修復の「場」を可視化するために、

紫外線マイクロ照射法を確立し、ゲノム修復関連タン
パク質の局在、動態との関連を解析することにより、
ゲノム修復機構と核高次構造の関連を検討する。

５）遺伝子転写制御因子の動態と遺伝子転写の「場」の
関連の解析
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研究分担者により見い出された遺伝子転写制御因子は、
核内で特異な分布を示すことが明らかとなっている。こ
れらの遺伝子転写制御因子の動態と遺伝子転写の関連を
蛍光抗体法および生細胞を用いた蛋白質動態解析により
検討する。
６）三次元マルチカラーFISH法を用いた特定の染色体

DNAの局在解析を確立する。

〈研究期間の成果〉
１）ゲノム修復部位をRad51抗体染色、DNA複製部位を

Cy3-dUTPパルス標識、RNA合成部位をBrUTPパルス
標識で同時に検出するシステムを構築した。このシス
テムをオーファンプロテイン-EGFP融合因子発現細胞
に用いることにより、核内素反応とオーファンプロテ
インの局在との関連を検討できるものと期待できる。

２）BTB/POZ因子のうち一つに関しては、EGFPとの融
合蛋白質が転写部位と一致する核内でのドット状の分
布を示すことが明らかになった。

３） GFP-RAD51融合タンパク質の過剰発現によりクロマ
チン間領域の一部を可視化することが可能となった。
GFP-RAD51は、核内でフィラメント状の構造体を形成
した。このフィラメント状の構造体と遺伝子転写部位、
複製部位の局在の関連についてそれぞれの可視化技術
を用いて解析を行った。その結果、転写部位はクロマ
チン間領域と密接な関連があることが明らかとなった。
さらに転写部位、複製部位の核内分布には一定の法則
があることが示唆された。

４）従来は、マイクロダイセクション用のレーザーを用
いた紫外線マイクロ照射法を用いていたが、今回、新
しく市販の共焦点レーザー顕微鏡に附属した紫外線レ
ーザー発生装置を用いた紫外線マイクロ照射法を確立
し報告した。紫外線マイクロ照射法および通常のX線
照射によるゲノム損傷誘導後のゲノム修復関連タンパ
ク質の動態を間接免疫蛍光抗体法を用いて検討した。
DNA二本鎖切断の修復に重要なRad51およびMre11の
可視化とともに修復のために形成された一本鎖DNAの
検出を同時に行った。その結果、ゲノム損傷部位では
まずMre11ついでRad51の集積が認められることを明ら
かにした。また、これらのタンパク質複合体は様々な
パターンで一本鎖DNA形成部位と共局在を示し、ゲノ
ム修復の多様性が示唆された。また、紫外線マイクロ
照射法により集積したRAD51の局在は、照射１２時間
後にも大きな動きは示さなかったため、ゲノム修復に
は大規模なクロマチンの移動は必要とされないと考え
られた。この研究結果の一部は、303261345で報告した。
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５） 研究分担者が見出したBach2は、CNCファミリーに
属する転写抑制因子であり、B細胞特異的に発現され
る。Bach2は通常細胞質に局在するが、酸化ストレス
により核内に移行する。核内に移行したBach2は、１）
非クロマチン核内ドメインPML bodyを取り囲むよう
な核内フォーカス、PML bodyに隣接した核内フォー
カス、もしくはPML bodyとは独立した核内フォーカ
スを形成する。酸化ストレス誘導後には、Bach2は主
にPML bodyを取り囲むように核内フォーカスを形成
し、一部がPML bodyに隣接して核内フォーカスを形
成した。このBach2のフォーカス形成には、Bach2の
BTB領域を含むN末端領域が重要であった。また、
Bach2はSUMO修飾を受けることを明らかにした。
Bach2非SUMO化変異体は、PML bodyに隣接した核内
フォーカスを形成するがPML bodyを取り囲むフォー
カスの数は非常に少なく、このためBach2のSUMO化
はBach2がPML bodyを取り囲むように集積するために
重要であることが明らかになった。ついで、転写部位
とPML body、Bach2フォーカスの局在の関連をBrUTP
を用いた転写部位の可視化と間接蛍光抗体法による
Bach2、PMLの検出を組み合わせて行った。その結果、
通常の状態では、PML body周辺は高い転写活性が認
められた。PML body周辺の遺伝子転写活性は、酸化
ストレスによりPML body周辺に移行したBach2により
特異的に抑制することを明らかにした。以上の結果か
ら、核高次構造に関連する遺伝子の発現調節機構が存
在する可能性が示唆された。これらの研究成果の一部
は論文（211201123）として研究期間内に発表し、研究
期間終了後もさらに研究を進め２００４年に論文とし
て最終的な報告を行った。

６）間期核における染色体領域配置を解析するための三
次元マルチカラーFISH法を確立した。これと関連して、
ヒト細胞において染色体の複製標識法を用いることに
より、個々の染色体領域が細胞分裂時に再配置される
ことを海外共同研究者とともに明らかにしたので報告

した。（303261358）

〈国内外での成果の位置づけ〉
ポストゲノム研究の一つとして進められている染色体

DNAや蛋白質の核内局在および動態の研究の中でも、遺
伝子発現調節と核高次構造の関連については多くの研究
者が注目している。従来、へテロクロマチンやユウクロ
マチンなど染色体DNAの高次構造と転写調節との関連の
解析が主に行われてきたが、本研究では、非クロマチン
核内ドメインと転写調節の関連についての研究を進める
ことが出来た。その結果、酸化ストレス誘導により活性
化された転写因子Bach2がPML body周辺という特定の核
高次構造に関連した転写調節に係わっていることを明ら
かにすることができた。この研究は、非クロマチン核内
ドメインと転写調節の関連を示す研究として注目されて
いる。

また、我々が開発した紫外線マイクロ照射法を用いた
ゲノム修復機構の研究は、ゲノム修復機構の解明におけ
る新しい手法として、核高次構造研究のみならず、放射
線生物学、がん研究の分野でも注目されている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
基本的には研究は順調に進んだが、共用の共焦点レー

ザー顕微鏡を現在使用しているため顕微鏡の使用可能時
間が研究の律速段階となる場合があった。
核内蛋白質の局在、動態制御に係わると考えられるクロ
マチン間領域の解析については、転写、複製、修復など
との関連はある程度明らかにすることができたが、その
構成成分の生化学的解析は不溶性画分の蛋白質解析とな
るため非常に困難であり、今後の重要な研究課題となっ
ている。

GFP融合蛋白質を用いた蛋白質動態の解析については、
GFP融合蛋白質の過剰発現によるアーチファクトの影響
もあり、残念ながら本研究期間内には十分なデータを得
ることができなかった。

〈今後の課題〉
今後は、cDNAライブラリーを用いてPML bodyや核小

体などの特定の核高次構造に関連して核内ドメインを形
成する蛋白質をスクリーニングする手法を確立し、網羅
的に類似の局在を示す核内ドメインを形成するオーファ
ンプロテインを同定し、その機能解析を進める予定であ
る。

本研究では、ゲノム複製、転写、修復などの核機能を
可視化する技術を確立することができた。次の段階とし
ては、蛋白質相互作用や蛋白質修飾を可視化する技術を
開発することにより、蛋白質複合体が集積している非ク
ロマチン核内ドメインが転写や修復の制御にどのように
係わっているかを明らかにしていきたい。また、非クロ
マチン核内ドメインが形成されるメカニズムを明らかに
するために、クロマチン間領域の生化学的解析も引き続
き取り組む予定である。このような研究を通して、核高
次構造が核機能を制御するうえで果たしている役割を明
らかにしていきたい。

PML body周辺では核高次構造依存的な転写調節が行
われている可能性が本研究で示唆された。そこで、PML
body周辺で転写調節を受けている遺伝子の網羅的解析を
行うことで、核高次構造に依存した転写調節を受ける遺
伝子群の同定に取り組みたい。
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